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摘要 :目的 探讨 利用 载 小 干扰 RNA(small interfering RNA, siRNA) 的 脂 质 微 泡 超 声 造影 剂 实现 恶性 肿瘤 基因 治疗 与 疗效 评估 
一 体 化 的 可 行 性 。 方 法 以 异 质 性 组 装 法 制备 载 siRNA 的 脂 质 微 泡 ,并 用 动态 光 散 射 法 检测 其 直径 大 小 和 表面 电位 。 通 过 激 


光 共 聚焦 显微镜 观察 红色 荧光 标记 的 siRNA 在 瘤 内 的 分 布 。 针 对 抗 凋 亡 基 因 sirtuin 2(SIRT2) 设 计 siRNA, 通 过 在 体 实验 研究 
载 siRNA 微 泡 在 超声 辐 照 下 的 肿瘤 基因 沉默 效果 。 在 用 载 siRNA 微 泡 治 疗 肿瘤 的 同时 ,以 超声 造影 技术 观察 肿瘤 治疗 效果 。 
结果 siRNA 微 泡 的 直径 为 400.7+30.5 nm, 表 面 带 弱 正 电 (+8.840.8 mV)。siRNA 微 泡 协 同 超声 辐 照 能 高 效 地 将 siRNA 递送 到 


肿瘤 细胞 胞 浆 内 ,有 效 沉默 肿瘤 组 织 中 的 SIRT2 基因 ,诱导 肿瘤 凋 亡 ,明显 减缓 肿瘤 的 生长 速度 。 超 声 造 影 检查 结果 提示 , 载 
siRNA 微 泡 具 有 良好 的 超声 显 像 效 果 ,能 在 治疗 过 程 中 实时 评估 肿瘤 的 血 供 情况 。 结 论 新 型 载 siRNA 的 脂 质 微 泡 超声 造影 剂 


在 活体 上 能 对 肿瘤 进行 基因 沉默 治疗 ,同时 观察 肿瘤 治疗 效果 ,实现 恶性 肿瘤 基因 治疗 与 疗效 评估 的 一 体 化 。 
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Abstract: Objective To evaluate the feasibility of integrating cancer gene therapy with therapeutic effect evaluation using 
siRNA-loaded nano-scale microbubbles (siRNA-NBs). Methods siRNA-NBs were prepared by hetero-assembly of polymeric 
siRNA micelles and liposomal microbubbles, and the particle sizes and surface potentials were examined with dynamic light 
scattering. The distributions of cy3-labled siRNA in the tumor tissues were evaluated using confocal laser scanning 
microscopy. A siRNA targeting the anti-apoptosis gene SIRT2 was designed and its gene silencing effects was tested in vivo 
using siRNA-NBs with ultrasound exposure. The therapeutic effect of the loaded siRNA-NBs was evaluated by 
contrast-enhanced ultrasonography. Results The siRNA-NBs had a mean diameter of 400.7+30.5 nm with a weak positive 
charge of +8.8+0.8 mV. With ultrasound exposure, siRNA-NBs effectively delivered cy3-siRNA into the cytoplasm of cancer 
cells and caused SIRT2 suppression and cell apoptosis in tumor tissues, resulting in significantly suppressed tumor growth. In 
addition, contrast-enhanced ultrasonography of siRNA-NBs provided good imaging quality to allow real-time observation of 
blood supply during gene therapy. Conclusions As a novel ultrasound contrast agent, siRNA-NBs make possible the 
integration of tumor gene therapy and therapeutic effect evaluation for cancer. 

Key words: small interfering RNA; microbubbles; contrast-enhanced ultrasonography; tumor therapy; gene therapy; 
therapeutic evaluation 


基因 治疗 以 其 高 度 的 弛 疝 性 及 显著 的 治疗 效果 成 


获得 良好 的 体外 细胞 转 染 效果 “。 本 研究 拟 在 前 期 工 


为 当今 研究 的 热点 。 实 现 基因 转 染 的 载体 和 方法 多 样 ， 
但 都 有 其 相应 的 局 限 性 "。 其 中 超声 靶 向 微 泡 破坏 
(UTMD) 技 术 以 安全 无 创 等 优点 ,为 基因 车 向 递送 提 
供 一 种 具有 广阔 应 用 前 景 的 方法 ”。 课 题 组 在 前 期 工 
作 中 以 异 质 性 组 装 法 成 功 制 备 高 效 负载 小 干扰 RNA 
GSiRNA) 的 脂 质 微 泡 超声 造影 剂 ,并 在 低频 超声 辆 照 下 
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作 的 基础 上 ,针对 抗 肿 瘤 凋 亡 关 键 基因 SIRT2 设 计 
siRNA, 制 备 载 siRNA 的 脂 质 微 泡 超声 造影 剂 。 一 方面 
通过 UTMD 技 术 , 将 siRNA 革 向 递送 肿瘤 部 位 ,对 恶 
肿瘤 进行 基因 治疗 ; 男 一 方面 通过 超声 造影 (CEUS) 技 
术 , 在 治疗 的 同时 对 肿瘤 进行 疗效 监测 ,实现 以 超声 为 
基础 的 肿瘤 基因 治疗 和 疗效 评估 一 体 化 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 与 设备 
主要 试剂 :二 棕榈 酰 磷脂 酸 (DPPA) 二 硬 脂 酰 磷脂 
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醚 乙醇 胺 (DSPE) 二 棕榈 酰 磷脂 酰 胆 碱 (DPPC) 采 购 于 
Avanti Polar Lipids 公 司 (美国 ); 全 所 丙烷 气体 (CsFs) 采 
购 于 天 津 核 工业 理化 工程 研究 院 ; SIRT2 siRNA 
(siSIRT2) 、 红 色 荧 光 Cy3 标记 的 阴性 对 照 siRNA 
(Cy3-SCR) 由 苏州 吉 玛 公司 合成 ;Hoechst 333422( 性 
云天 ); 凋 亡 染色 试剂 盒 ITUNEL 法 ,罗氏 ,德国 )。 

设备 :粒度 分 析 仪 (90 Plus/BI-MAS Brookhaven， 
美国 ); 超 声波 发 生 央 (VCS 130 PB, Sonics and 
Materials Inc ,美国 );ZHWY-200B 型 恒温 摇 床 ( 智 城 分 
析 仪 制造 有 限 公 司 , 上 海 ) ;超声 基因 转 染 治疗 仪 
(DCT-700, 威 尔 德 ,深圳 )。 
1.2 携 SiRNA 微 泡 (siRNA-NBs) 制 备 

参考 实验 室 前 期 制备 携 siRNA-NBs 的 方法 3 ,以 异 
质 性 组 装 法 制备 siRNA-NBs。DPPC、DSPE、DPPA 为 
基本 原料 ,以 薄膜 -水 化 、 声 震 法 制备 表面 带 负 电 蓓 的 纳 
米 脂 质 气泡 (NBs)。 以 两 山 段 阳离子 眼 合 物 PEG-PLL 
(由 中 山大 学 化 学 与 化 学 工程 学 院 提供 ) 与 siRNA 在 水 
中 自 组 装 形成 表面 带 正 电 的 siRNA 胶 束 。 将 NBs 与 
siRNA 胶 束 置 于 水 中 通过 正 负 电荷 作用 组 装 成 
siIRNA-NBs。 
1.3 动物 模型 

选取 大 鼠 C6 神 经 胶 质 瘤 细胞 用 于 模型 的 建立 :用 
0.1 mL PBS 将 C6 细 胞 (1x109) 重 悬 后 ,接种 于 裸 鼠 
(BALB/c 裸 鼠 ,雄性 ,4~6 周 ,18-~23 g) 右 侧 背部 皮下 , 待 
肿瘤 直径 达 6 mm 后 用 于 后 续 实验 。 
1.4 SiRNA 瘤 内 分 布 实验 

为 观察 siRNA 在 肿瘤 内 分 布 情况 ,将 Cy3 标 记 的 
SCR 负载 于 NBs; 经 尾 静 脉 注 射 15 min 后 ,进行 超声 辐 
照 (US(+) 组 ) 或 不 进行 辐 照 (US(-) 组 )2h 后 ,处 死 实验 
裸 鼠 并 用 生理 盐水 进行 心脏 灌注 ,去 除 血循环 中 的 微 
泡 。 取 肿瘤 组 织 后 行 冰冻 切片 ,并 用 Heochst 33342 染 
核 10 min, 置 于 激光 共聚 焦 显 微 镜 下 观察 红色 荧光 的 瘤 
内 分 布 情况 。 
1.5 肿瘤 治疗 实验 

将 荷 瘤 裸 鼠 随机 分 为 4 组 (n=6) :siSIRT2-NBs+ 超 
声 辐 照 组 (siSIRT2-NBs US(+)) ,siSIRT2-NBs 组 无 超 
声 辆 照 (siSIRT2-NBs US (-)) ,SCR-NBs+ 超 声 辐 照 组 
(SCR-NBs US (+) ) ,PBS 对 照 组 。 尾 静脉 注射 
siRNA-NBs 后 ,用 低频 超声 辐 照 2 min( 根 据 预 实验 结 


1.6 超声 造影 (CEUS) 检 查 

在 治疗 1 周 后 ,对 各 组 实验 动物 进行 超声 造影 检 
查 。 尾 静脉 注射 SCR-NBs(50 pL) 后 ,录取 动态 视频 图 
像 ,分 析 各 组 肿瘤 组 织 的 灌注 情况 。 
1.7 统计 学 方法 

用 SPSS 13.0 软 件 包 进行 统计 学 分 析 , 实 验 数据 均 
以 均 数 + 标准 差 表 示 , 多 组 之 间 比 较 用 方差 分 析 , 两 两 比 
较 用 LSD 法 ,P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 siRNA-NBs 的 脂 质 微 泡 的 粒 径 和 表面 电位 

通过 动态 光 散 射 法 分 别 测 得 siRNA 胶 束 和 NBs 及 
siRNA-NBs 的 粒 径 和 表面 电位 ( 表 1)。siRNA 胶 束 表 
面 带 正 电 ,NBs 表 面 带 负电 ,NBs 负 载 siRNA 胶 束 后 表 
面 呈 弱 正 电 , 且 NBs 负 载 siRNA 胶 束 后 粒 径 略 增加 约 
20~30 nm, 提示 NBs 负 载 siRNA 胶 束 后 形成 整体 的 复 
合 物 。 


表 1 siRNA 胶 束 NBs 和 siRNA-NBs 的 粒 径 和 表面 电位 
Tab.1 Diameters and zeta Potentials of siRNA micelles, NBs 
and siRNA-NBs (Mean+SD) 


Diameter (nm) Zeta potentials (mV) 


siRNAmicelles 64.2+9.2 +21.3+1.1 
NBs 378.4+22.6 -19.4+0.7 
siRNA-NBs 400.7+30.5 +8.8+0.8 


2.2 siRNA 的 瘤 内 分 布 

为 观察 s 了 RNA-NBs 在 超声 辆 照 后 的 sRNA 瘤 内 递 
送 能 力 , 本 研究 用 红色 奖 光 染料 Cy3 标 记 SCR ,并 用 激 
光 共 聚焦 显微镜 观察 肿瘤 冰冻 切片 的 siRNA 分 布 。 结 
果 如 图 1 所 示 , 肿 瘤 细 胞 的 细胞 核 呈 蓝 色 菊 光 ,Cy3 标 记 
的 SCR 呈 红色 荧光 。US(+) 组 的 肿瘤 切片 可 见 大 量 红 
色 效 光 , 其 分 布 集中 于 肿瘤 细胞 的 胞 浆 ,未 见 明 显 和 人 核 ; 
而 US(-) 组 的 肿瘤 组 织 只 见 少量 红色 殉 光 分 布 ,上 且 奖 光 
强度 明显 低 于 US(+) 组 。 结 果 提 示 siRNA-NBs 在 超声 
辐 照 下 能 有 效 地 将 siRNA 弟 送 到 肿瘤 组 织 内 ,其 效能 明 
显 高 于 非 超 声 辆 照 组 。 
2.3 在 体 肿瘤 治疗 效果 

不 同治 疗 组 的 肿瘤 生长 情况 有 明显 区 别 : 治 疗 10d 


果 选 择 辐 照 条 件 : 频 率 为 1 MHz; 最 大 声 压 2500 kPa; 占 
空 比 为 50%; 时 间 2 min)。 治 疗 每 隔 2 d 进 行 1 次 ,持续 
10 d ,每 天 测量 肿瘤 大 小 ,肿瘤 体积 按 以 下 公式 计算 :V= 
0.5xaxb:, 其 中 V 为 肿瘤 体积 (mm ;a 为 肿瘤 长 径 
(mnm);b 为 肿瘤 短 径 (mm)。 治 疗 10 d 后 ,处 死 实验 裸 
鼠 , 取 肿瘤 组 织 行 石蜡 切片 。 分 别 对 各 组 石蜡 切片 组 织 
进行 H&E 染色 .针对 SIRT2 基 因 的 免疫 组 化 染色 及 凋 
亡 TUNEL 染色 。 


后 ,各 组 和 荷 瘤 鼠 的 肿瘤 大 小 变化 明显 ,siSIRT2-NBs US 
(+) 组 肿瘤 体积 明显 小 于 其 他 组 (图 2)。 通 过 观察 肿瘤 
生长 曲线 ,提示 siSIRT2-NBs US(+) 组 裸 鼠 的 肿瘤 生长 
速度 明显 低 于 无 超声 辐 照 的 siSIRT2-NBs US(-) 组 . 携 
阴性 对 照 siRNA 的 SCR-NBs US(+) 组 及 PBS 组 。 从 治 
疗 后 第 4 天 开始 ,其 肿瘤 体积 小 于 其 他 各 组 ;而 
siSIRT2-NBs US(-) 组 .SCR-NBs US(+) 组 及 PBS 组 的 
肿瘤 生长 速度 无 明显 差异 (图 3)。 
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图 1 激光 共聚 焦 显 微 镜 检测 超声 辐 照 US (+) 组 及 非 超声 辐 照 US (-) 组 的 siRNA 递送 


效能 


Fig.1 Efficiency of siRNA transfection in US(+) and US(-) groups detected by confocal 
laser scanning microscopy (Original magnification: x 600). Blue fluorescence: Nuclei 
stained with Hoechst 33342; Red fluorescence: Cy3-labeled SCR. Scale bar=20 um. 
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图 2 siSIRT2-NBs 联 合 低频 超声 辐 照 治疗 10 d 后 的 肿瘤 抑制 效果 
Fig.2 Gross observation of tumor growth after 10 days of 
treatments with SIRT2-NBs under low-frequency US. The tumor 
volume in the siSIRT2-NBs US(+) group was much smaller than 
that in siSIRT2-NBs US(-) group, siSIRT2-NBs US(-) group and 
PBS group. White arrow indicate the xenograft tumors. 


2.4 病理 学 检查 

各 组 荷 瘤 裸 鼠 治 疗 10 d 后 处 死 , 取 肿瘤 组 织 切 片 
后 行 H&E 染 色 、SIRT2 免疫 组 化 染色 和 TUNEL 染色 。 
H&E 染 色 结 果 ( 图 4) 提 示 siSIRT2-NBs US(+) 组 肿瘤 
组 织 的 细胞 核 小 染色 浅 , 核 质 比 小 ; 褐 染 色 的 SIRT2 重 
白 表 达 量 少 ; 可见 多 数 细胞 和 染色 质 浓缩 ,破裂 ,肿瘤 细 
胞 凋 亡 明显 。 而 siSIRT2-NBs US(-) 组 .SCR-NBs US 
(+) 组 及 PBS 组 肿瘤 细胞 排列 灯 乱 , 核 大 深 染 , 核 质 比 
大 ,异型 性 明显 ;褐色 染色 的 SIRT2 和 蛋白 表达 量 大 ,肿瘤 
细胞 凋 亡 不 明显 。 
2.5 在 体 CEUS 检 查 

实验 动物 在 治疗 第 7 天 用 SCR-NBs 进 行 超声 造影 
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图 3 实验 动物 的 肿瘤 生长 曲线 
Fig.3 Tumor growth curve after different 
treatments. ***P<0.001 vs siSIRT2-NBs US(-), 
SCR-NBs US(+) and PBS groups. 


检查 。 结 果 ( 图 5) 提 示 siSIRT2-NBs US(-) 组 、 
SCR-NBs US(+) 组 及 PBS 组 静脉 注射 SCR-NBs 后 全 
瘤 快速 强化 ,增强 均匀 ,个 别 体积 较 大 肿瘤 可 见 小 片 状 
无 增强 的 坏死 区 。siSIRT2-NBs US(+) 组 肿瘤 注射 
SCR-NBs 强 化 较 晚 ,肿瘤 周边 强化 较 明 显 ,中 心 可 见 大 
片 无 增强 区 域 ;肿瘤 增强 程度 明显 较 其 他 各 组 弱 。 


3 讨论 

恶性 肿瘤 是 危害 人 类 健康 的 重要 疾病 之 一 。 随 着 
肿瘤 基础 及 临床 研究 中 的 不 断 深入 ,肿瘤 的 治疗 效果 有 
了 一 定 的 提高 “”。 近 年 来 , “精准 医学 ”概念 的 提出 ,对 
恶性 肿瘤 个 体 化 诊疗 提出 了 新 的 要 求 中 ,在 诊断 方面 ,要 
求 对 恶性 肿瘤 进行 早期 精确 的 分 子 水 平 影 像 学 诊断 ， 
并 对 治疗 过 程 中 的 病灶 进行 实时 疗效 评 佑 ,以便 及 时 调 
整治 疗 方案 ;在 治疗 方面 ,要 求 对 肿瘤 打击 更 加 精确 , 尽 
可 能 杀伤 肿瘤 的 同时 ,最 大 程度 地 保护 正常 组 织 ,改善 
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图 4 肿瘤 组 织 病理 学 检测 


Fig.4 HE staining, immunohistochemical staining and TUNEL assay of the tumor tissues in different growps (Original 


magnification: x200). Scale bar=100 um. 


作 的 基础 上 ,利用 异 质 性 组 装 法 在 微 泡 表面 负 
载 针 对 抗 肿瘤 凋 亡 基因 SIRT2 的 siRNA ,制备 
成 载 SIRT2 siRNA 的 微 泡 超声 造影 剂 。 一 方 
面 利用 UTMD 技术 实 现 siRNA 的 靶 向 递送 和 
转 染 , 另 一 方面 在 治疗 同时 用 CEUS 观察 肿瘤 
血 流 灌注 。 故 与 常见 的 微 泡 超 声 造 影 剂 相 比 ， 
本 课题 研究 的 载 siRNA 微 泡 具 有 明显 的 多 功 
能 优势 。 

本 实验 中 小 干扰 RNA 所 针对 的 基因 
SIRT2 ,在 肿瘤 细胞 的 代谢 与 衰老 过 程 中 起 关 
键 作 用 。 虽 近期 有 学 者 质疑 SIRT2 在 细胞 
坏死 状 凋 亡 中 的 重要 性 5 ,但 大 量 研究 已 证 明 
其 是 肿瘤 细胞 能 抗 凋 亡 并 持续 存活 的 重要 
素 55。 因 此 抑制 SIRT2 的 表达 可 诱导 肿瘤 细 


图 5 超声 造影 评价 肿瘤 治疗 效果 胞 的 自然 凋 亡 。 
Fig.5 Therapeutic effects evaluated by contrast-enhanced ultrasonography. A: 异 质 性 组 装 法 能 明显 降低 阳离子 siRNA 


en ne B: siSIRT2-NBs US(-) group; C: SCR-NBs US(+) 胶东 的 表面 电 人 和 本 研究 中 siRNA 用 两 她 如 
的 阳离子 肾 合 物 包 器 形 成 小 粒 径 的 正 电 蓓 

预后 .提高 患者 的 生存 质量 。 因 此 ,临床 上 常规 应 用 的 。 ”siRNA 胶 束 ,表面 电位 较 高 ( 约 +20 mV); 当 用 负电 荷 微 
肿瘤 诊疗 方式 在 新 的 要 求 下 受到 巨大 的 挑战 。 泡 载 siRNA 胶 束 后 ,能 有 将 屏蔽 其 表面 电位 ,使 最 终 载 
基于 上 述 要 求 ,能 同时 对 恶性 肿瘤 进行 精准 治疗 及 ”siRNA 微 泡 的 表面 电位 维持 在 弱 正 电 水 平 ( 约 +9 
实时 评估 疗效 的 "诊疗 试剂 "将 可 能 成 为 今后 发 展 的 方 ” mV)。 这 种 低 表 面 电位 的 设计 赋予 载 siRNA 微 泡 多 方 
向 。 为 同时 实现 肿瘤 治疗 与 疗效 评估 ,本 研究 在 前 期 工 。” 面 的 好 处 :第 一 ,由 于 可 降解 材料 制备 的 纳米 粒子 所 产 
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生 的 细胞 毒性 主要 来 源 于 其 表面 正 电 荷 “ ,降低 siRNA 
胶 束 的 表面 电位 能 有 效 降低 其 细胞 毒性 。 第 二 , 阳 离 
子 纳米 粒子 在 血液 循环 中 容易 被 网 状 -内 皮 系 统 的 免 
疫 细 胞 识别 和 捕获 , 低 表面 电位 设计 能 有 效 延 长 其 循 
环 时 间 ” ;第 三 , 低 表 面 电位 能 降低 纳米 粒子 人 胞 效 
能 。 因 此 只 有 在 超声 辐 照 的 条 件 下 , 载 siRNA 微 泡 才 具 
有 高 效 的 转 染 能 力 ,保证 siRNA 递送 的 高 度 靶 向 性 。 

异 质 性 组 装 法 制备 的 载 siRNA 微 泡 在 超声 辐 照 下 
明显 提高 siRNA 转 染 效能 。 在 体 实验 结果 表明 在 
SIRT2 siRNA 微 泡 在 超声 辐 照 下 能 将 siRNA 和 靶 向 递送 
到 肿瘤 部 位 ,并 有 效 沉默 肿瘤 抗 凋 亡 的 SIRT2 基 因 , 从 
而 诱导 肿瘤 凋 亡 。 推 测 其 机 制 主要 包括 :第 一 ,血管 中 
的 载 sRNA 微 泡 在 低频 超声 辐 照 下 ,发 生 击破 效应 , 进 
一 步 增加 肿瘤 血管 内 皮 的 通 透 性 叫 , 有 利于 载 siRNA 微 
泡 在 肿瘤 部 位 的 聚集 ;第 二 , 穿 透 肿瘤 血管 内 皮 的 载 
siRNA 微 泡 ,在 肿瘤 细胞 周围 发 生 击 破 ,细胞 膜 出 现 短 
暂 的 声 孔 , 微 泡 所 携带 的 siRNA 胶 束 直接 进入 细胞 , 即 
“ 声 孔 效应 ” 吕 ; 第 三 , 微 泡 被 击破 后 ,释放 表面 带 正 电荷 
的 siRNA 胶 束 。 肿 瘤 细 胞 能 通过 胞 和 作用 摄取 siRNA 
胶 束 ,进一步 提高 siRNA 的 转 染 效能 。 

载 siRNA 微 泡 可 实现 对 肿瘤 治疗 的 实时 疗效 评 
估 。 由 于 本 研究 制备 的 载 siRNA 微 泡 是 以 脂 质 微 泡 为 
基础 , 故 具 有 超声 敏感 性 。 在 低 机 械 指数 的 超声 造影 模 
式 下 ,在 体 实验 提示 载 siRNA 微 泡 具 有 良好 的 超声 显 像 
效能 。 以 载 sRNA 微 泡 为 基础 的 CEUS 具有 实时 、 简 
便 可 敏感 地 评价 肿瘤 微 血 流 灌 注 等 特点 ,而且 可 反复 
检查 ,有 利于 实现 肿瘤 治疗 及 疗效 评估 一 体 化 ,为 恶性 
肿瘤 治疗 的 疗效 评估 提供 可 靠 的 影像 学 依据 。 

综 上 所 述 ,本 研究 利用 异 质 性 组 装 法 制备 能 高 效 负 
载 sSRNA 的 脂 质 微 泡 超声 造影 剂 ,一 方面 在 低频 超声 辐 
照 下 ,能 向 肿瘤 组 织 靶 向 递送 siRNA 沉 默 肿瘤 抗 凋 亡 基 
; 另 一 方面 在 低 机 械 指 数 超声 造影 模式 下 ,对 疗效 进 
行 实时 监测 。 该 新 型 多 功能 超声 造影 剂 的 制备 和 应 用 
为 恶性 肿瘤 的 基因 治疗 方式 提供 新 的 思路 ,并 有 利于 实 
现 治疗 与 疗效 评估 的 一 体 化 。 
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